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摘 要 
随着对虾养殖业的发展，病害发生越来越频繁，预防对虾病害发生的困难
也不断加大。由病毒和致病性弧菌侵袭造成养殖对虾大批死亡已成为制约对虾
养殖业发展的重要因素。抗生素的使用在一定程度上缓解了这种状况，但抗生
素的长期使用，造成抗生素残留、细菌耐药性的发生和转移，并对有机体产生
严重的毒副作用。益生菌制剂是一类由宿主体内分离的由正常菌群成分制成的
活菌制剂，通过调节肠道内菌群平衡对宿主产生有益作用。利用益生菌开展健
康养殖是海水养殖业的重要发展方向。本文旨在通过各种海洋环境来源的微生
物菌种中分离筛选具有抗病、助消化以及改良环境的有益菌株，用于对虾养殖，
减少抗生素的使用、提高对虾成活率与产量。为此，本文在病原细菌分离鉴定，
拮抗菌及益生菌的筛选等方面开展了如下研究： 
1.对虾病原菌的分离鉴定：2010 年 5 月漳浦县深土镇对虾养殖场爆发疾病，
对虾死亡率在 50%左右。死亡对虾可在暗处发光，初步判断为由发光细菌引起，
经采集样本进行病原菌分析，从患病对虾体内分离到一株优势细菌，且发荧光。
通过 16S rRNA、toxR 和 rpoD 基因的多点序列分析 MLSA（Multilocus sequence 
analysis，MLSA）确定该发光细菌 VH1 为坎贝氏弧菌（Vibrio campbellii)，并
从中扩增获得坎贝氏弧菌的特异性溶血素基因。该弧菌能感染南美白对虾，确
定该弧菌对对虾后期幼体的半致死浓度在 1.69×106cfu/ml。 
2．抗病、助消化益生菌的筛选：选取中国海洋微生物菌种保藏管理中心
（MCCC）保藏的分离自不同海域，包括印度洋、大西洋、太平洋、中国近海
等的表层海水、深层海水、沉积物、鱼类肠道内容物等不同生境的 378 株芽孢
杆菌或者产芽孢的细菌作为实验对象，进行了产酶活性（蛋白酶、淀粉酶、酯
酶）以及抑菌活性的初步试验。结果表明，有 30 多株能较好地并且较稳定地抑
制哈维氏弧菌、鳗弧菌、嗜水气单胞菌、迟缓爱德华氏菌、坎贝氏弧菌等水产
病原细菌，并且大部分菌株都具有一定的产蛋白酶、淀粉酶、酯酶活性。这些
活性菌株中包括枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)、地衣芽孢杆菌 (Bacillus 
licheniformis)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)，还有短小芽孢杆菌(Bacillus 
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pumilus）、同温层芽孢杆菌（Bacillus stratosphericus）、巨大芽孢杆菌(Bacillus 
megaterium)等等。作为潜在的益生菌资源，值得进一步探索。 
此外，本文还从 8 个对虾养殖水体样品、4 个对虾肠道样品中共分离获得
的 142 株芽孢杆菌其中超过 25%的菌株对坎贝氏弧菌 VH1 有一定的抑制作用。
超过 50%的菌株能抑制五株指示菌中一种（鳗弧菌、哈维氏弧菌、溶藻弧菌、
坎贝氏弧菌、嗜水气单胞菌）。测序结果表明这些菌株多为短小芽孢杆菌（B. 
pumilus）、同温层芽孢杆菌（B. stratosphericus）以及较少量的 B. tequilensis、
沙福芽孢杆菌（B. safensis）和 Brevibacterium halotolerans。其中 Brevibacterium 
halotolerans 具有较好的产胞外酶能力。短小芽孢杆菌和同温层芽孢杆菌抑菌效
果较稳定，其中短小芽孢杆菌抑菌效果最好。 
酵母菌也可作为益生菌。我们从大洋沉积物中分离了 19 株酵母菌，多为粘
红酵母菌和胶红酵母菌，其中有 16 株酵母菌产脂酶，3 株产淀粉酶，2 株产蛋
白酶。为了观察芽孢杆菌、酵母菌等潜在益生菌对南美白对虾存活、生长的影
响以及对弧菌病的预防作用等，将几种芽孢杆菌和酵母菌混合拌饲料投喂对虾，
开展了对虾室外养殖小试试验。经过 45 天的饲喂，结果表明，益生菌混合组能
显著提高对虾的存活率，比对照组提高了 9.9%，总生物量增长量比对照组提高
了 7%，但平均体重无显著差异。进一步攻毒实验表明，在进行坎贝氏弧菌 VH1
感染实验后，对照组存活率仅为 67.3%，而混合菌组存活率还维持在 90%以上。
3.脱氮菌种的筛选：养殖环境中，氨氮过多会导致富营养化并可能累积亚硝酸，
导致对虾中毒或诱发病害。好氧反硝化是近年来环境微生物研究热点之一。本
文从 MCCC 库藏菌种中筛选，得到了 21 株脱氮效果较好的菌株，其中多数菌
能高效的去除亚硝态氮和硝态氮。这些菌主要集中在卓贝尔氏菌属（Zobellella 
spp.），丛毛单胞菌属(Comamonas spp.)，寡养单胞菌属(Stenotrophomonas spp.)，
施氏假单胞菌属（Pseudomonas spp.）等。选择脱氮能力较强，能高效去除氨氮、
亚硝态氮、硝态氮的两株菌，Zobella sp.1A00095 和 Stenotrophomonas sp.CH1，
对其脱氮条件包括碳源类型、碳氮比、培养基起始 pH 值、盐度、培养温度等
进行了优化。结果表明，两株菌最适的脱氮条件为：在通气的情况下（180rpm），
最适温度为 25℃,最适碳源为葡萄糖，碳氮比（C/N）为 15，最适 pH 为 7.5，
最适盐度为 30%。 
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对氨氮、亚硝态氮、硝态氮的去除能力分析表明，在最适条件下，Zobella sp. 
1A00095 在 24 h 时菌体的浓度达到了 OD6000.6，对亚硝态氮的去除率达到了
100%，Stenotrophomonas sp.CH1 在 36 h内对亚硝态氮的去除率达到了 90%。
两株菌在以硫酸铵为氮源的培养基中有更好的生长，最大的菌体生长量分别可
以达到 OD6000.9 和 0.8，其中 Stenotrophomonas sp.CH1 能在 48 h内将 100mg/L
的氨态氮去除 90%，60 h去除率达到 100%，而 Zobella sp. 1A00095 在 72 h可
以将氨氮完全去除，表明这两株菌均能较好的去除养殖废水中的氨氮和亚硝酸
氮，在养殖废水处理中有一定的应用前景。 
总之，本文所筛选获得的菌株在对虾健康养殖过程中具有较好的应用前景，
具有抑制病原菌、提高存活率、净化水质等功能 
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